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Description 



La presente invention est relative a la fixation tfacides nueleiques sur un polymere conducteur electronique (PCE). 
Dans un grand nombre de techniques couramment utilisees en biotogie, par exemple la synthase ou I'hybridation 
s d'acides nueleiques, des oligonucleotides sont fixes de facon covalente par leur extremity a un support solide. Differents 
supports ont ete utilises dans ce but : le papier, le nylon, le verre, la silice, le polystyrene, le polyacrylamide, etc... 

A I'heure actuelle, de nombreuses equipes cherchent a obtenir des supports portant un grand nombre d'oligonu- 
cleotides de sequences differentes, disposees selon un arrangement preetabli, afin de realiser simuttanement diffe- 
rentes reactions (hybridation sur support par exemple). 
10 C'est ainsi que, par exemple, cette approche a ete proposee pour faciliter le sequencage des acides nueleiques. 

Des oligonucleotides differents disposes en rangees et colonnes sur des microsurfaces (matrices d'oligonucleo- 
tides sur support) ont ete proposes pour sequencer les acides nueleiques [LYSOV et al, Proc. USSR Acad. Sci., 303, 
1508- 1511, (1988) ; KHRAPKO et al., FEBS Lett. 256, 118-122, (1989) ; KHRAPKO et al.. DNA Sequence, vol l! 
375-388 (1991) ; BAINS & SMITH, J.Theor.Biol. 135, 303-307, (1988) ; CHURCH & KIEFFER-HIGGINS, Science 240, 
is 1 85-1 88 (1 988) ; SOUTHERN, Demande PCT W089/1 0977 (1 989)]. La methode est basee sur I'hybridation de chames 
d'ADN ou d'ARN cibles sur un ensemble ^oligonucleotides. Theoriquement, la presence ou Pabsence cf une sequence 
dans I'acide nucleique cible peut etre delerminee par I'hybridation observee sur les micro-surfaces dans des conditions 
de stringence determinees. 

En ce qui conceme la synthese insitude polynucleotides ou de polypeptides, FODOR et al. [Science, 251 , 767-773 
20 (1991)], en combinant les methodes de la synthese chimique en phase solide, les groupements photolabiles et la 
photolithographie, ont reussi a synthetiser 1024 peptides sur une matrice de points (carres de 100 um de c6t6). Ces 
peptides ont 6t6 obtenus par syntheses simultanees et paralleles, en utilisant des masques de photolithographie et 
des groupements protecteurs photolabiles des synthons peptidiques. Un dinucleotide dCpT a ete prepare in situ, en 
utilisant la thymidine protegee en 5' par un groupement protecteur photolabile (5'-nrtroveratryl thymidine) . La lumiere 
25 etait dirigee par un masque de photolithographie et un depot en damier de 1 00 pjm de cot6 a ete obtenu. 

MASKOS & SOUTHERN (Nucleic Acids Res. 1992, 20, 1675-1678) ont realise, sous microscope, la synthese in 
situ de quatre oligonucleotides differents sur une lame de verre. 

Jusqu'a present, les techniques utilisees pour le depot adress6 cToligonucleotides font appel, sort au depot manual 
(qui n'est pas utilisable a I'echelon industriel), sort aux techniques de photolithographie, qui necessitent I'utilisation de 
30 'masques" et en outre, sont difficilement applicables avec les acides nueleiques, qui sont photolabiles. 

La presente Invention s'est fixe pour but I'obtention de nouveaux supports et de nouveaux precedes de fixation 
^oligonucleotides, qui ne presentent pas les inconv6nients des precedes proposes dans Tart antdrieur. 

Dans ce but, les Inventeurs ont eu I'idee d'utiliser comme support de fixation des polymeres conducteurs electro- 
niques. 

35 La Demande EP 31 4 009 decrit des monomeres de polymere conducteur electronique, constitues par des derives 

de 2,5-di(2-thienyl)pyrrole, substitues en position 3 du cycle pyrrole par diverses fonctions qui permettent la fixation, 
par liaison covalente, de peptides et de proteines sur le polymere conducteur electronique resultant de la polymerisation 
de ces derives. Ce document ne donne aucune indication quant a la possibilite de fixer des oligonucleotides sur un 
polymere conducteur electronique. 

«> Les Inventeurs sont maintenant parvenus a fixer par liaison covalente, et de facon stable, des nucleotides et des 

oligonucleotides sur un polymere conducteur electronique, et a obtenir de la sorte de nouveaux copolymeres. 

La presente invention a pour objet un copolymere, caracterise en ce qu'il reponda la formule generale (I) suivante : 



dans laquelle Tunite A represente un monomere d'un polymere conducteur Electronique, Tunite B represente un nu- 
cleotide, un oligonucleotide ou un de leurs analogues, x, y et z represented des nombres entiers 6gaux ou superieurs 
a 1, ou y peut etre ega! a 0, et / represente une liaison covalente, ou un bras espaceur. 

A titre d'exemple non limitatif de polymeres conducteurs electroniques dont A represente un monomere on citera 
le polyacetylene, la polyazine, le poly(p-phenylene), le poly(p-ph6nylene vinylene), le polypyrene, le polypyrrole, le 
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polythiophene, le polyfuranne, le polyselenophene, la polypyridazine, te polycarbazole, la polyaniline, etc... 
Avantageusement, A est une unite pyrrole. 

Dans le cadre de I' expose de la presents Invention, on entend par analogue de nucleotide, tout nucleotide modifie, 
tels que ceux decrits par exemple par UHLMANN, [Chemical Review, 90:4, 543-584 (1990)]. 
5 Lorsque I'unira B est un nucleotide, il peut s'agir non seulement d'un de ceux qui entrent habituellement dans la 

composition des oligonucleotides naturels, mais egalement leurs analogues ou derives utilises en laboratoire. 

II peut s'agir par exemple : 

* d'analogues de nucleotides entrant dans la composition ^oligonucleotides synthetiques ; 
10 * de derives de nucleotides portant des fonctions protegees qui sont couramment utilises pour la synthese des 
acides nucleiques ; B z peut dans ce cas constituer un intermediate de synthese d'un oligonucleotide. 

B 2 pourra aussi etre un compose non naturel pouvant s'hybrider avec les acides nucieiques, tels que ceux decrits 
par UHLMANN (publication precitee). 
is Les unites B entrant dans la constitution de ^ peuvent etre identiques ou differents, et B z peut constituer un 

homopolymere ou un heteropolymere ; dans ce dernier cas, les unites B peuvent s'enchaTner selon une sequence 
quelconque, predeterminee ou non. 

Selon un mode de realisation prefere de la presente invention le rapport x/y est compris entre 1/5 et 1/100.000 
Selon encore un autre mode de realisation pr6fe>6 de la presente invention, / represente un bras espaceur repon- 
20 dant a Tune des form u les suivantes : 



- R ^(CH 2 ) n -R 2 ] x 4(CH 2 ) n) -R 3 ] y -(CH 2 ) p - 

25 dans laquelle : 

n est un nombre entier de 1 a 10 ; 
m est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 10 ; 
p est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 10 ; 
30 x est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 8 ; 

y est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 8 ; 

R v Rg et R 3 qui peuvent dtre identiques ou diff events represented : 

CH2; O; S; NR'; CO; CH=CH ; NR'CO; CONR'; NHS0 2 ; 

O 



O - P - o - 

I 

OR 1 

ou R' represente un atome a^hydrogene ou une chaTne alkyle en C, a C 12 . 

La presente invention a pour objet Tutilisation o°un polymere conducteur electronique comme support pour la 
fixation par liaison covalente, d'au moins un nucleotide. 

La presente Invention a 6galement pour objet un precede de preparation tfun copolymere de formule g6n6rale (I). 
Selon une premiere variante, ce precede est caracteris§ en ce qu'il comprend au moins les Stapes suivantes 

une premiere etape, au cours de laquelle on precede a la preparation d*un copolymere de formule generate (II) : 

- [A*] x -[A] y " (II) 

dans laquelle A, x et y sont tels que deTinis precedemment, et A* represente A fonctionnalise\ 
une deuxieme etape au cours de laquelle on precede a la fixation, sur le polymere de formule (II) d'au moins un 



35 



40 



3 



EP 0 691 978 B1 



groupe de formula generate (111) : 



(III) 



dans laquelle B et 2 sent tels que d6finis precedemment et t est un bras active capable de se Her a A*. 

On entend par 1 onctionnalis6* et "active* au sens de la presente Invention, le resultat de toute modification chi- 
mique ayant pour but de pourvoir A et /de fonctions chimiques capables de reagir entre elles pour former une liaison 
covalente. 

Selon une autre variante, le precede de preparation d'un copofy^ere de formule generate (I) est caract6ris6 en 
ce qu'il comprend au moins les etapes suivantes : 

- une elape a) au cours de laquelle on procede a la preparation du compose de formule gen6rale (IV) : 



dans lequel A, B, z, et /sont tels que d6finis ci-dessus, 
- une £tape b) au cours de laquelle on procede a la copolymerisation du compose (IV) avec le monomere A. 

Avantageusement, au moins une 6tape de Tune ou I'autre des variantes du procede conforme a I'invention fait 
intervenir au moins une reaction electrochimique. Cette copolymerisation electrochimique est avantageusement ef- 
f ectuee en surface d'une electrode ; en fin de reaction on obtient de la sorte une electrode dont la surface est constitute 
par un coporymere conforme a I'invention. 

Par exemple, pour la mise en oeuvre de la premiere variante du precede conforme a I'invention, I'etape de pre- 
paration du coporymere de formule generate (II) et/ou I'etape de fixation du groupe de formule generate (III) peuvent 
§tre effectu6es par reaction electrochimique ; dans la seconde variante, I'etape b) est avantageusement effectuee par 
coporymerisation electrochimique du compose (IV) avec les monomeres A. 

La coporymerisation electrochimique est par exemple effectuee par voftamp6rometrie cyclique, en soumettant le 
melange [(IV) : A] a des variations de potentiel eiectrique suffisantes pour provoquer la polymerisation par une oxyda- 
tion et une reduction successrves ; le polymere forme 6tant conducteur, le cycle oxydation-reduction peut etre r6p6t6 
plusieurs fois. 

Les methodes de polymerisation electrochimique g6n6ralement utilisees pour la preparation des PCE, telles que 
la polymerisation a courant (chronopotentiometrie) ou a potentiel (chronoamp6rometrie) imposes sont 6galement ap- 
plicables a la preparation des copotyrneres conform es a I'invention. 

La qualite du depot peut etre controtee par le choix des conditions experimentales : le rapport oligonucleotide- 
pyrrole/pyrrole, la temperature du bain, la nature du solvant, la methode electrochimique utilisee (voltamperometrie 
cyclique, chronoamp6rometrie, chronopotentiometrie). Le copolymere obtenu peut de la sorte presenter des qualites 
de porosite et d'accessibilite drfferentes selon I'usage ulterieur souhaite, et la quantite d'oligonucleotide fix6 peut §tre 
modutee. 

Avantageusement, dans le cadre de la mise en oeuvre du procede conforme a I'invention, les reactions eiectro- 
chimiques sont eff ectuees a la surface d'une electrode. L'eiectrode permet en effet de controler, par mesure du courant 
deiivre au cours de la reaction, revolution de ta reaction de polymerisation (par exemple Pepaisseu r du polymfere forme), 
ou de reactions ufterieures eff ectuees sur le coporymere. 

Selon un mode de realisation pref6r6 du procede conforme a I'invention dans I'une ou I'autre de ses variantes, il 
comprend en outre l'6longation de ('oligonucleotide B 2 , en plusieurs etapes successives, chacune de ces etapes etant 
constituee par la fixation cf un ou plusieurs unites B. 

L'eiongation de ('oligonucleotide s'effectue a la surface du support par assemblage de monomeres proteges, 





(IV) 
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a partir cfau moins un nucleotide ou oligonucleotide fixe en surface du polymere conducteur electronique. 

Les methodes classiques de synthese par voie chimique des acides nucleiques sont utilisables dans la mise en 
oeuvre de ce mode de realisation. 

Les supports conformes a I'lnvention permettent en outre de realiser I'elongation de I'oligonucleotide par voie 
electrochimique, en utilisant des variations de potentiel de I'electrode pour effectuer les reactions de protection, de 
deprotectbn et de condensation de ta chaine polymerique en croissance. 

La presente invention a egalement pour objet une electrode, caracterisee en ce que sa surface est constitute par 
un revetement comprenant un copolymere de formule (I) conforme a I'lnvention. 

Une telle electrode peut etre obtenue, par exemple, en deposant une couche d'un copolymere de formule (I) a la 
surface d'une electrode de platine, d'or, de chrome ou de trtane recouvert d*or, ou de carbone vitreux, etc ... 

Avantageusement, on peut associer plusieurs electrodes portant eventuellement des copolymeres de nature dif- 
ferente. On obtient ainsi un dispositrf utilisable pour la mise en oeuvre de reactions de synthese, et/ou de reactions 
d'hybridatton d'acides nucleiques. 

Un mode de realisation particulierement avantageux d'un dispositif conforme a I'lnvention consiste a associer 
is plusieurs electrodes dont deux au moins portent un groupe ^ different. II peut s'agir par exemple d'un ensemble 
d'electrodes dont chacune porte un nucleotide (ou analogue) different, ou d'un ensemble d'electrodes dont chacune 
porte un oligonucleotide de sequence different e. 

Dans la mesure ou ii est possible de limiter les reactions electrochimiques aboutissant a la fixation de I'oligonu- 
cleotide a une tres petite surface, un dispositif conforme a I'invention peut etre constitue par une pluralite de microsur- 
faces de PCE portees par des microelectrodes distributes sur un support (microchip PCE). De la sorte, des oligonu- 
cleotides B z qui peuvent, si on le souhaite, etre tous drffeYents, peuvent etre fixes de facon adressee et ordonnee sur 
ces microelectrodes. 

Le 'microchip PCE' est en particulier utilisable pour le sequencage des acides nucleiques et le diagnostic. 
A titre d'exemple non limrtatif illustrant ce qui precede, un copolymere [polypyrrole portant des oligonucleotides/ 
25 polypyrrole] conforme a la presente invention, peut §tre obtenu : 

1 ) Par reaction chimique d'un nucleoside, d'un nucleotide, d'un oligonucleotide, ou d'un de leurs analogues sur 
un polypyrrole fonctionnalise. Par exemple, il est possible d'effectuer la condensation de I'aminoethylpyrrole avec 
un oligonucleotide portant a une extremite un phosphate libre ou un carboxyle active. 

30 2) Par copolymerisation chimique ou electrochimique du pyrrole avec le produit de condensation d'un nucleoside, 

d'un nucleotide, d'un oligonucleotide, ou d'un de leurs analogues avec le pyrrole. Par exemple on peut procecier 
a la copolymerisation electrochimique du pyrrole avec un oligonucleotide ayant un bras espaceur portant un pyrrole 
a son extremite. L'epaisseur de la couche du copolymere obtenue sur une surface de platine a laquelle elle adhere 
fortement est de 0, 1 jim a quelques um, et elle peut §tre realisee sur une surface de 1 00 urn 2 par exemple. Aucune 

35 reaction parasite de degradation de I'oligonucleotide n'a pu elre mise en evidence. 

3) par preparation d'un polymere conducteur electronique portant des fonctions chimiques protegees. Ces fonc- 
tions sont deprotegees localement et selectivement pour permettre leur couplage avec un nucleoside, un nucleo- 
tide ou un oligonucleotide. Par exemple, ii est possible de realiser la preparation de monomethoxytrityl aminoethyl 
pyrrole/polypyrrole, et de le deproteger localement sort en milieu acide, sort en appliquant un potentiel. La fonction 
amine liberee peut ensuite reagir avec un nucleoside, un nucleotide ou un oligonucleotide portant par exemple un 
phosphate ou un carboxyle actives. 

4) par synthese simuftanee dirigee spatialement de differents oligonucleotides. 

La synthese d'un oligonucleotide s'effectue en un point du support par assemblage de nucleotides proteges, a 
partir d'un nucleoside accessible en surface du copolymere. Les nucleotides proteges peuvent etre des nucleosides 
phosphoramidites, des nucleosides phosphonates, des nucleosides phosphotriesters. Localement, la synthese est 
effectuee a la maniere dont est realisee la synthese d'un oligonucleotide sur support de silice dans un synthetiseun 
Mais la difference est que la synthese de tout I'ensemble des oligonucleotides est realisee simuflan6ment, en realisant 
electrochimiquement des operations de deprotection ou de condensation selectives sur une tres petite surface, ce qui 
permet de masquer les oligonucleotides qui ne doivent pas reagir. Ceci permet de realiser en parallele la synthese de 
differents oligonucleotides. 

Bien entendu, les precedes brievement exposes ci dessus pour illustrer la synthese de copolymeres [pyrrole/ 
oligonucleotides-pyrrole] sont egalement appliquables a des analogues pofynucleotidiques, par exemple des analo- 
gues de la chaine sucre-phosphate tels que mono- ou dithiophosphates, methylphosphonates, phosphotriesters et 
55 des analogues non-ioniques non phosphoryles tels que formacetals, carbamates, sulfoxydes. 

Les copolymeres conformes a ('invention presentent une bonne stabilite aux contraintes mecaniques, a I'humidi- 
dite, a la dessbation, a la chaleur, aux bases, et sont done compatibles avec un grand nombre de reactions, ce qui 
autorise une large variete d'utilisations. 
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Les inventeurs ont precede a I'hybridation selective d'oligonucleotides a des oligonucleotides comply mentaires 
fixes sur support de polypyrrole, et ont constate que ['utilisation de ce support confere les a vantages suivants : 

Le copolymere confonme a Pinvention est poreux, ce qui confdre aux oligonucleotides fixes sur le support une 
s bonne accessibility pour I'hybridation avec des acides nucleiques de sequence complementaire. Cette accessibility 

est mise en evidence par I'observation cfune hybridation proportion neile a I'epaisseur de la couche de copolymere. 
Un oligonucleotide complementaire se trouvant dans le milieu d'hybridation s'hybride troisfois plus sur une couche 
de copolymere pyrrole/oligonucleotide-pyrrole trois fois plus epaisse (et done renfermant trois fois plus d'oligonu- 
cleotide lie au support). La cin6tique d'hybridation est voisine de celle qu'on observe avec les supports d'hybridation 
10 conventionnels. Ilfaut noterquedans les memes conditions, un oligonucleotide de sequence non complementaire 

ne se fixe pas sur le support. 

Les Inventeurs ont egalement verifiS que I'hybridation est reversible et que tout oligonucleotide hybridy peut etre 
relargue par chauffage, ou par traitement avec de la soude diluee, sans dommage pour le polypyrrole et ('oligo- 
nucleotide fixe. 

is - Comme il a 6X6 indique precedemment, une copolymerisation adressee est realisable sur des surfaces d'6lectrodes 
extrement petrtes. Ceci permet de realiser une mat rice de points miniaturisee parfaitement ordonnee sur un sup- 
port, chacun de ces points portant un oligonucleotide de nature parfaitement definie. Les chaTnes nucleiques cibles 
portant une sequence complementaire a la chaTne fix6e sur le support s'hybrident selectivement. II en result e une 
density locale d'acides nucleiques cibles extrement 6lev6e, ce qui rend leur detection plus aisee, voire meme dans 

20 certains cas supprime la necessity d'une amplification pryalable a la detection. La detection de I'hybridation peut 

en particulier etre faite par le biais de I'yiectrode qui a servi a preparer le copolymere, et qui peut servir en suite 
pour la mesure des phenom enes d'association ou de dissociation qui se produiront a sa surface. L'hybridatkxi 
d'un acide nucleique complementaire peut par exemple etre suivie in situ par mesure electrique sur I'yiectrode qui 
support e le polymere conducteur yiectronique, soit par mesure directe, sort en marquant I'oligonucleotide cible 

2S par une molecule yiectroactive telle qu'une phynothiazine ou une quinone par exemple. 

II va de soi que les mythodes tradrtionnelles de dytection des sequences cibles d'acides nuciyiques sont egalement 
appli cables. 

Les inventeurs ont en outre ryussi a synthytiser des oligpnuciyotides directement sur le copolymfere conforme a 
30 I'ln vent ion par dyprotection elect rochimique in situ. 

De maniyre geny rale, I'assemblage d'un nuciyotide sur une chaTne porynucleotidique en croissance sur un support 
fait appel a une syrie de reactions qui mettent en jeu des groupements protecteurs pour diriger la reaction sur une 
fonction donn§e et I'empecher sur une autre. Les Inventeurs ont mis cette propriety a profit pour orienter la reaction 
d'assemblage sur les surfaces correspondant aux oligonucleotides choisis ou I'on veut insyrer un nucleotide. 
35 Conformyment a I'lnvention, le groupement protecteur de la chaTne en croissance de ('oligonucleotide peut §tre 

yiiminy localement par une reaction yiectrochimique, ce qui permet d'ajouter un nucleotide a Pemplacement choisi. 

Des avantages complementaires decoulent de cette possibility d'effectuer, sur )e support conforme a I'invention, 
une synthese oligonucleotidique in situ. En effet, dans ce cas, il est possible de synthytiser in situ et en parallele 
I' ensemble des oligonucleotides qui vont etre disposes sur la matrice de points, au lieu de synthytiser independamment 
40 des oligonucleotides portant un bras pyrrole, puis d'effectuer des ccpolymensations success ives. Ceci permet d'envi- 
sager la realisation Industrie lie de matrices de plusieurs milliers de microsurfaces. 

La presente invention sera mieux comprise a I'aide du compl6ment de description qui va suivre, qui se r6f6re a 
des exemples de preparation et d'utilisation de copolymeres conformes a I'invention. 

45 PREPARATION D'UN SUPPORT POLYPYRROLE PAR COPOLYMERISATION DE PYRROLE ET D'UN OLIGONU- 
CLEOTIDE PORTANT UN GROUPE PYRROLE : PROPR1ETES DE CE SUPPORT 

EXEMPLE N° 1 : SYNTHESE DES OLIGONUCLEOTIDES MODIFIES 

SO I. - PREPARATION D'UN AMIDITE DE NUCLEOSIDE PYRROLE : 

1ere METHODE 

Le schema reactionnel global de cette synthese est illustry a la figure 1 . 
- Preparation du compose n° 1 (figure 1 ) 

Ce composy peut dtre obtenu par reaction d'une diamine sur la dimethoxytrityl thiothymidine ou sur la dimethoxy- 
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trityl thiodesoxyuridine suivant les methodes decrites par ROGET et al., [Nucleic Acids Res. 17, 7643-7651 (1989)]. 

- Preparation du compost n°2 (figure 1) 

Le compost n°1 (2 g ; 3,1 mmoles) est seche par coevaporation dans I'acetonitrile anhydre et redissous dans 20 
ml de dichloromethane. On ajoute 2 eq de dissuccinimidyl sebacoate (2,45 g ; 6,2 mmoles). La reaction est laissee 3 
heures a temperature ambiante. Le produit obtenu est s6pare sur colonne de silice (gradient de 0 a 10% de methanol 
dans le chloroforme) ou precipite dans I'hexane (R = 60%). II peut aussi 6tre utilise tel quel pour la synthese du compose 
n* 3. 

- Preparation du compose n° 3 (figure 1 ) 



Ce produit est prepare par ajout de Paminoethylpyrrole (1,36 g ; 12,4 mmoles) au melange reactionnel precedent 
ou de 220 mg d'aminoethyl pyrrole (2 mmoles) au compose n° 2 obtenu apres purification. Le pH est amene a 8-8,5 
15 par ajout d'une amine tertiaire (triethylamine). La reaction est laissee 2 heures et on ajoute 250 ml de chloroforme. La 
solution organique obtenue est Iav6e par 2 fois 100 ml de NaHC03 0,5 M, et 1 00 ml d'eau distill6e, puis sechee sur 
sulfate de sodium. Le produit est s6pare sur colonne de silice avec du methanol dans le chloroforme (0 a 10%). Apres 
evaporation du solvant, le compose n° 3 est repris par 10 ml d'6thanol et precipite dans 400 ml d'6ther ethylique (R = 
60%). 



- Preparation du compose n° 4 (figure 1 ) 



Le compose n*3 (100 mg ; 0,11 mmoles) et du tetrazolate de diisopropylammonium (9 mg ; 0,5 eq) sont seches 
par coevaporation dans un melange de dichloromethane (2 ml) et d'acetonrtrile (3 ml) anhydres. Le r6sidu est repris 

25 par 2,5 ml de dichloromethane stabilise a I'amylene. De la bis-diisopropylaminocyanoethoxyphosphine (39 uJ ; 1 ,2 eq) 
est ajoutee a travers un septum. Au bout de 2 heures de reaction, on ajoute 20 ml de dichloromethane anhydre. La 
solution obtenue est Iav6e 2 fois par 25 ml de NaHC03 sature puis 25 ml cfeau distiliee. La phase organique est 
sechee sur sulfate de sodium et 6vaporee a sec. Le phosphoramidrte obtenu est repris par 2 ml de dichloromethane, 
precipite dans 100 ml d'hexane et seche une nuit au dessicateur. Le compose n°4 est obtenu avec un rendement de 

30 85%. II est conserve sous argon a -20° C a I'abri de I'humidite. 

2° METHODE : 

Les etapes de ce procede sont illustrees a la figure 2. 

35 

MODE OPERATOIRE : 

Preparation du compose n° 18 (figure 2) 

40 Ce compose peut etre prepare par reaction d'une diamine sur la dimethoxytrityl thiothymidine ou sur la dimethoxy- 

trityl thiodesoxyuridine suivant les methodes decrites par ROGET et al. [Nucleic Acids Res. ; 17, 7643-7651 (1989)]. 

Preparation du compose n° 19 (figure 2) 

45 Le compose n°18 (4 g ; 6.60 mmoles) est sech6 par coevaporation dans la pyridine anhydre et redissous dans 4 

ml de pyridine anhydre et 40 ml de THF (tetrahydrofurane) anhydre. 

On ajoute 1 .2 eq d'anhydride succinique (800 mg ; 8 mmoles), et on laisse reagir pendant 1 h. On 6vapore les 
solvants puis, afin d'eiiminer la pyridine, on coevapore au toluene. On ajoute 1 .5 eq d'aminoethyl pyrrole (1,1 ml ; 9,9 
mmoles). On co6vapore au THF. On ajoute 30 ml de THF et 2 eq de DCC (dicyclohexylcarbodiimide) (2,70 g ; 13.2 
50 mmole) prealablement dissoute dans 30ml de THF. On laisse la reaction la nuit. Le precipite est eiimine par filtration 
et lave par du dichloromethane jusqu'a ce qu'il soit blanc. Le filtrat est 6vapor6 a sec et repris par 250 ml de dichloro- 
methane. La solution organique obtenue est lavee par 2 x 250 ml de NaHCOg sature puis 250 ml d'eau distiliee. La 
phase organique est sech6e sur sulfate de sodium et evaporee a sec. Le produit (compose n° 19) est purifie par 
chromatographie sur colonne de silice. II est elue par CHgCL^MeOH/TEA : 97,5/2,5/1 . R = 67 %. 



Preparation du compose n° 20 (figure 2) 

Le compose n° 1 9 (600 mg ; 0.75 mmoles), et du tetrazolate de diisopropylammonium (63 mg ; 0.37 mmoles) sont 
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seches par coevaporation dans du dichloromethane/ac6tonrtrile: 2,5 ml/2,5 ml, puis repris par 5 ml de dichloromethane. 
La bls-diisopropybminocyano6thoxyphosphine (280 uJ ; 0.9 mmoles) est ajoutee a travers un septum. Au bout de 2 
heures de reaction on ajoute 20 ml de dichloromethane. La solution organique obtenue est lavee par 2 x 25 ml de 
NaHCO a sature puis 25 ml de NaCI sature. La phase organique est sechee sur NagSC^ et evaporee a sec. Le residu 
de I'evaporation est repris par 5 ml de dichloromethane. Le produit (compose n° 20) est obtenu par precipitation dans 
I'hexane, avec un rendement de 78 %. Apres sechage une nuit dans un dessicateur sous vide, il est conserve sous 
argon a -20°C a I'abri de I'humidite. 

II. - PREPARATION D'UN NUCLEOSIDE PYRROLE 

- Preparation du compose n° 5 

Le compose n D 4 (68 mg ; 0,06 mmoles) est redissous dans 300 u.1 d'acetonitrile anhydre (solution 0,2 M). Ce 
produit est utilise pour preparer un oligonucleotide (Oligo-1 -pyr) de sequence Pyr-TGT ACC TGA ATC GTC CGC CAT, 
dans laquelle Pyr represent© le derive de nucleotide correspondant au compose n*4. La preparation de cet oligonu- 
cleotide est realisee sur un synthetiseur automatique d'ADN (Applied Biosystems 381 A) suivant les procedures decrites 
par le fabricant. Le compose n° 4 de I'invention est soumis au meme cycle de synthese que les phosphoramidites 
normaux (A C G T). Seuls la concentration (0,2 M au lieu de 0,1 M) et le temps de reaction (30 secondes au lieu de 
15 secondes) sont augmentes pour le compose n° 4. 

Apres synthese, I'oligonucleotide-pyrrole est detrityle sur le support, par action de TCA (acide trichloracetique) a 
3%. M est coupe du support par 4 x 500 uJ de NH 4 OH a 28%. Le chauffage de cette solution pendant 1 6 heures a 60°C 
permet d'eliminer les groupements protecteurs. Le compos6 n°5 (represents figure 3) est obtenu par chromatographie 
en phase inverse en utilisant un gradient de 1 0 a 50% d'acetonitrile dans I'ac6tate de trtethylammonium (25 mM, pH 7). 

Le compose n 20 peut etre utilise de la meme facon que le compose n° 4. 

EXEMPLE 2 : PREPARATION DU SUPPORT PCE-POLYNUCLEOTIDE PAR CO POLYMERISATION ELECTRONI- 
QUE (compose n° 6, figure 3) 

A - Principe de la technique 

Les noyaux pyrroles oxydes sont capables de se potymeriser pour former un poly m6 re insoluble, le polypyrrole. 
Une cellule cPelectroporymerisation est schematised a la figure 4a : cette cellule comprend une electrode de travail (1 ), 
une contre-electrode (2), et une electrode de reference (3). 

Si I'oxydation est realisee par voie electrochimique, la synthese du polypyrrole n'aura lieu que sur I'electrode de 
travail. Ceci permet done une synthese tres localisee d'un polymere. Un oligonucleotide portant au bout cf un bras un 
noyau pyrrole peut done etre insere dans le polymere simplement par coporymerisation des pyrroles. On obtient ainsi 
le polymere desire (compose 6, figure 3). 

Le polymere forme (polypyrrole) 6tant conducteur, ces reactions peuvent etre poursuivies et plusieurs cycles de 
synthese peuvent etre realises (il y a seulement une variation de resistance de I'electrode a chaque cycle). 

B - Methode 

La polymerisation est conduite sur une electrode de platine de 60 mm 2 dans une solution contenant 10- 2 M de 
pyrrole, 5.10- 7 M de pyrrole substrtue, oligonucleotide porteur d'un groupe pyrrole en 5' (Oligo-1 -pyr) et 0,1 M de LiCI0 4 
(dopant). 

L'oligonucleotide portant le pyrrole en 5* (compose n° 5, Oligo-1 -pyr) a ete synthetis6 selon la methode decrite ci- 
dessus a I'exemple 1, et purtfie par HPLC sur phase inverse. Un oligonucleotide de m§me sequence (Oligo-1) ne 
portant pas de pyrrole a servi de contrdle negatrf. 

Ces deux produits ont 6te marques en 5' par du ^P afin de sufvre plus facilement les reactions de coporymerisation. 

Les reactions d'oxydation du monomere et de reduction du polymere sont assurees par une variation cyclique du 
potentiel entre -0,4 et +0,9 V7ECS. La figure 4b represente les courbes de voltamperometrie cyclique (intensite en 
fonction du potentiel) au cours de 1 2 cycles de polymerisation. 

L'integration du courant par rapport au temps (quantity d'electrons consommee) permet une evaluation de la masse 
de polymere forme sur la surface de I'electrode et done de I'epaisseur du film (de I'ordre de 0,2 ujti pour 5.10-2C). 



8 



EP 0 691 978 B1 

C - Resultats 

* Stability tfun oligonucleotide dans tes conditions cf 6lectropotym6risation. 

s Le controls par HPLC de ^oligonucleotide en solution soumis a I'electropolymerisation ne montre aucune degra- 

dation de celui-ci. 

* Migration propre d'un oligonucleotide soumis a un potentiel. 

10 Un acide nucleique est une molecule polyanionique capable de migrer dans un champ yiectrique mais, de par la 

presence des ions perchlorate dans le milieu, au; cune migration n'est observee. D'autre part, aucune adsorption des 
oligonucleotides sur un polypyrrole preforme n'est mesurable. 



is 



35 



55 



f Specificity et du taux d'incorporation des oligonucleotides lors de la copolymer] sation. 



1 - La polymerisation du pyrrole est conduits en pr6sence de ('oligonucleotide 1 non modifie oligo-1 (TGT ACC 
TGA ATC GTC CGC CAT). 

Oligo-1 : 10~ 9 M dans le milieu reactionnel 

Oligo-1 sur support : 4.10~ 12 mol, sort 0,4% d'incorporation non specrfique. 
20 2 - La polymerisation est condurte en presence de I'oligonucleotide modifie Oligo-1 -pyr (P TGT ACC TGA ATC 

GTC CGC CAT) 

Oligo-1 -pyr : 10" 9 M dans le milieu reactionnel 
Oligo-1 -pyr sur support : 7,2.1 Or 1 2 mol, soit 0,72% d'incorporation. 
44% des oligonucleottdes-pyrroles detectes sur le support sont effectrvement fixes par le groupe pyrrole. Ce- 
ss pendant, en ajoutant 0,2 M de thymidine 5' phosphate dans la solution d'electropolymerisation, la specificity cfac- 
crochage s'eleve alors a 80%, par diminution de la fixation de ['oligonucleotide non modifie. 

* Reactivity electrochimique de I'oligonucleotide-pvrrole. 

30 |_a solution de depart contient 1 oligonucleotide-pyrrole pour 20 000 monomeres pyrrole. Par le calcul de la masse 

du polymere forme et par la quantity d'oligonucleotide fix6, on estime que le polymere comprend 1 oligonucleotide- 
pyrrole pour 60 000 maillons pyrrole. 

L'oligonucleotide-pyrrole s'incorpore done 3 fois moins qu'un pyrrole libre, ce qui constitue un taux d'incorporation 
tout-a-fait satisfaisant. 



* Density de fixation. 



Dans les conditions expenmentales expos^es ci-dessus, 5,3 pmoles/cm2 ^oligonucleotides sont fixees. 
La proportion d'oligonucleotide integre dans le polymere (1/60 000) peut etre facilement am£lioree par augmen- 
ts tation du rapport [oligonucleotide-pyrrole/pyrrole monomere] dans le milieu reactionnel. Ceci peut dtre realist de trois 
diff6rentes facons 

Augmentation de la quantity cf oligonucleotide ; 
Diminution de la concentration de pyrrole libre ; 
45 - Diminution du volume reactionnel. 

EXEMPLE 3 : PROPRIETES DES COPO LYME RES OLIGONUCLEOTIDES- POLYPYRROLE CONFORMES A 
L'lNVENTION : UTILISATION COMME SUPPORT D'HYBRIDATION D'ACIDES NUCLEIQUES. 

so Un support polypyrrole portant I'oligonucleotide Oiigo-1 a ete synthetise selon la methode decrite a I'exemple 2. 

L'yiectropolymyrisation a ete condurte jusqu'aux charges de 5.1 Or 2 C pour obtenir un support de 0,2 ujti d'ypaisseur, 
et de 15.10" 2 C pour obtenir un support de 0,6 jim d'ypaisseur. Les reactions cfhybridation sont effectuyes dans un 
tampon phosphate 20 mM pH 7,4, NaCI 300 mM, SDS 0,5%. Les lavages sont realisys dans le meme tampon mais 
diluy 4 fois. Toutes ces reactions sont effectuyes a tempyrature ambiante. 



Resultats 

^accessibility des oligonucleotides greff es a yty vyrifiye par leur capacity d'hybridation avec d*un oligonucleotide 
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complementaire marque au se trouvant dans le milieu liquide environnant. 

a) Hybridation 

La cinetique d'hybridation des supports de differentes epaisseurs est comparable, et la capacity totale d'hybridation 
est proportionnelle a I'epaisseur du support, comma le montre la figure 5, qui represente en abscisse le temps d'hy- 
bridation (en minutes), et en ordonnee la quantite ^oligonucleotide complementaire marque au fixe au support 
(en cpm), pour deux epaisseurs differentes : (•) = support de 0,2 nm d'epaisseur ; (A) = support de 0,6 urn d'epaisseur. 

b) Denaturation 

II est possible de suivre la denaturation des duplex de facon continue, ce qui montre la reversibilite du phenomene 
d'hybridation. Les figures 6a) et 6b) illustrent respectivement la quantite cfoligonucleotides restant sur Telectrode et la 
Vitesse de denaturation en fonction de la temperature de lavage (pour une variation de temperature de 1°C par minute) 
sur les supports d'epaisseur drfferente : (•) : 0,2 um ; (A) = 0,6 um 

D'autre part, il a ete verifie que le support oligonucleotide-polypyrrole n'est pas affecte par des cycles de denatu- 
ration/renaturation. 

Dans les conditions experimentales mises en oeuvre, la Vitesse maximale de denaturation est atteinte a 60°C 
environ, ce qui correspond au point de fusion theorique de ^oligonucleotide (61,5°C). 

EXEMPLE N* 4 : SYNTH ESE IN SITU ^OLIGONUCLEOTIDES SUR SUPPORT POLYPYRROLE 

I. - nXATION DU 1er NUCLEOTIDE 

1ere METHODE 

Preparation du compose n° 1 3 

Le schema reactionnel est il lustre par la figure 7. 

Le support (compose n°B, figure 7) est realis6 par electropolymerisation d'une solution de pyrrole et cfaminoethyl- 
pyrrole (10" 2 M/1Q- 3 M) en presence de LiCI0 4 0,1 M dans I'acetonitrile. L'electropolymerisation se fait par balayage 
de -0,3 V a +0,85 V par rapport a Ag/Ag+ 10" 2 M sur une electrode de platine de 60 mm 2 . 

- Preparation du compose n° 11 (figure 7) 

Le compose n°8 est lave par de I'acetonitrile anhydre (2x5 ml) puis par de la triethylamine dans I'acetonitrile (500 
uJ/5ml). 

10 mg de nucleoside active (compose n* 2) sont seches par coevaporation dans I'acetonitrile anhydre, repris par 
500 uJ d'acetonitrile anhydre et ajoutes au support dans un flacon hermetiquement bouche. L'ensemble est place sous 
agitation mecanique douce pendant 24 heures. Le support est retire et lave par de I'acetonitrile puis du dichlorom6thane 
jusqu'a disparition de la couleur du trityle dans les solvants de lavage. 

Les fonctions amine du support n'ayant pas reagi avec le nucleoside doivent dtre bloquees. Ceci a ete effectue 
par "capping" par un melange a^anhydride acetique-N-methylimidazofe dans la pyridine. La reaction est laissee 6 heu- 
res. Le support fonctionnalise (compose n° 11) est ensuite lave intensivement par 3 x 10ml de pyridine, 3 x 10ml 
d'acetonitrile et 3 x 10ml de dichloromethane successfvement. 

geme METHODE 

Le schema reactionnel est il lustre a la figure 8. 

- Preparation du compose n° 14 (figure 8) 

Le polypyrrole amine (compose n° 8) est lave par de I'acetonitrile anhydre (2x5 ml) puis par de la triethylamine 
dans I'acetonitrile (500 jil/5 ml). Le nucleoside active (compose n° 2) (20 mg) est seche par coevaporation dans Face- 
tonitrile anhydre, repris par 1 ml d'acetonitrile anhydre et ajoute au support (compose n°8) dans un flacon hermetique- 
ment bouche. L'ensemble est place sous agitation mecanique douce pendant 24 heures. Le support greffe (compose 
n° 14) est lave par de Tacetonitrile puis du dichloromethane jusqu'a disparition de la couleur du trityle dans les solvants 
de lavage lors de leur acidification. 
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- Preparation du compose n D 15 (figure 8) 

Les fonctions a (cool secondare apportees par le nucleoside ainsi que les fonctions amine du support n 'ay ant pas 
reagi doivent etre masquees. Pour cela, on realise un blocage par un melange d'anhydride acetique/N-methylimidazole 
dans la pyridine (1 ml) pendant 6 heures. Un lavage par de la pyridine (2x5 ml), de I'acetronitrile (2x5 ml) et du 
dichloromethane (2x5 ml) permet d'obtenir le compost n° 15. 

II. - ELONGATION DE L 'OLIGONUCLEOTIDE 

- Preparation du compose n° 12 (figure 7) 

- Le trimere d(CCT) a 6t6 prepar6 sur electrode de platine recouverte de polypyrrole par deux m6thodes : 

Synthese avec deprotection chimique, suivant le cycle habituel de la synthese phosphoramidite, 
Synthese avec detrrtylation electrochimique. 

a) Synthese chimique 

On effectue, autant de fois que necessaire, les etapes suivantes, chacune correspondant a la fixation 
d'un nucleotide ; ces etapes sont representees a la figure 9 : 

- Detrrtylation du support par 4 x 500 uJ d'acide trichloroacetique a 2% dans le dichloromethane ; 
Rincage par de I'acetonitrile pour enlever le reactif (5x1 ml) ; 
Lavage par de I'acetonitrile anhydre pour synthese d'ADN (3x1 ml) ; 
Ajout de 250 u,l de phosphoramidite 0, 1 M et 250 uJ de tetrazole 0,5 M ; 
Couplage (2 mn) et elimination de la solution nucleosidique ; 
Rincage par de I'acetonitrile (5x1 ml) ; 
Capping anhydride acetique/methylimidazole (500 u.l, 1 mn) ; 
Rincage par de I'acetonitrile (2x1 ml) ; 
Oxydation par kxJe/lutidine 1 mn (500 uJ, 1 mn) ; 
Rincage par 5 x 1 ml d'acetonitrile ; 
Detrrtylation, et debut d'un nouveau cycle, etc ... 

La mesure des trityles donne respectivement a Tissue de chaque cycle : 0,090 DO/2 ml (dT), 0,095 DO/2 ml (dCT) et 
0,087 DO/2 ml (dCCT). 

b) Synthese avec deprotection electrochimique 

Les etapes de synthese sont les mimes que pour la synthese chimique ci-dessus, mais la detrrtylation est realis6e 
par application d'un potentiel de 1 ,2 V pendant 5 mn. 

La detrrtylation n'est pas quantifiable, car le cation trityle form6 est capte par I'anode, ce qui le soustrait a la mesure. 
Le cycle de couplage a cependant ete realise. 

- Preparation du compose n° 13 (figure 7) 

La coupure du support et I'eiimination des groupements protecteurs sont faites par 2 ml d'ammoniaque dans un 
tube en verre ferme par un bouchon a vis la reaction est effectuee pendant 48 heures a temperature ambiante. 

Les temoins prepares sur colonne de silice sont deproteges par 4 x 250 uJ d'ammoniaque pour les decrocher du 
support (t = 4 x 1/2 h). La solution ammoniacale est ensurte laissee 48 heures a temperature ambiante. Les solutions 
sont 6vaporees et analyses par chromatographie en phase inverse sur une colonne C4, 5 um de 25 cm. On applique 
un gradient de 0 a 30% de B (Acetate de triethylammonium 25 mM, pH 7 et acetonrtrile 50%) dans A (Acetate de 
triethylammonium 25 mM, pH 7) en 30 min. 

- Preparation du compose n° 16 (figure 10) 

Le compose n° 16 est synthetts6 suivant le meme protocole que le compose n° 12 avec des resultats semblables 
pour la detrrtylation. Ceci montre que la nature du bras espaceur influe peu sur la synthese chimique. 
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- Preparation du compose n p 17 (figure 10) 

Le compose n° 16 est deprotege 48 heures a temperature ambiante dans I'ammoniaque a 28% dans un flacon 
hermetiquement bouche. Le groupement dimethoxytrityle est ensuite coup6 par I'acide trbhloroacetique a 3% (3x3 
ml) et mesure pour verifier que ['oligonucleotide est toujours sur le support. 

EXEMPLE N° 5 : COPOLYMERISATION D'OLIGONUCLEOTIDES-PYRROLE SUR DES MICROELECTRODES 

Une matrice de quatre electrodes representee a la figure 11a est realisee par inclusion de quatre fils de piatine 

(1) (diametre 0,6 mm) dans un cylindre de verre (2) (diametre 5 mm x 10 mm de hauteur). Une des electrodes est 
utilisee comme contre-6lectrode (3). Ce systeme de matrice permet de fixer des oligonucleotides differents sur chaque 
point de la matrice. 

La matrice d'6lectrodes est plongee dans un recipient (4), ou est effectuee la reaction, et ou est egalement im- 
mergee une electrode de reference (5). 

Les 3 electrodes de travail sent successivement recouvertes etectrochimiquement par un copolymere compose 
de pyrrole et d'oligonucleotides capables de detecter par hybridation une mutation du codon 61 du gene ras H humain. 
Ces 3 oligonucleotides portant en 5' un groupe pyrrole sont les suh/ants : 

- oligo normal : 5 1 Pyr TCCTCCTGGCCGG 3 1 

- oligo mute A : 5' Pyr TCCTCCAGGCCGG 3 ' 

- oligo mute C : 5 1 Pyr TCCTCCCGGCCGG 3 1 

Chaque oligonucleotide est copolymerise successivement sur chaque electrode dans les conditions decrites dans 
Pexemple 2, mais dans un volume reactionnel de 300 uJ au lieu de 3 ml. 

Les voftamperogrammes obtenus sont representes sur la figure lib : ((1) polymerisation sur la premiere electrode ; 

(2) polymerisation sur la deuxieme electrode ; (3) polymerisation sur la troisieme electrode) Ces voltamperogrammes 
sont tres reguliers et tres reproductibles aussi bien a charge reduite (2 a 4.10 4 C, courbes du haut) qu'a forte charge 
(1 a 1.3.10- 3 C, courbes du bas). Dans ces conditions, 6.10" 14 moles d'oligonucleotide sont fixees sur 0,3 mm 2 (sort 
18 pmoles/cm 2 ) pour une epaisseur de film de 0,1 pm (charge de 10" 4 C). 

- Detection d'une mutation pontuelle o^un acide nuc!6ique par hybridation sur une matrice 3 points. 

Trois fragments d'acide nucleique d'une longueur de 51 nucleotides sont utilises afin de simuler les mutations ras 
H naturelles recherchees. 

Ces trois acides nuclekjues ont pour sequence : 



- ras H normal : 

5 1 CTGTTGGACATCCTGGATGCCGGCCAGGAGGAGTACAGCGCCATGCGCGAC 3 1 

- ras H mute T : 

5 ■ CTGTTGGACATCCTGGATGCCGGCCTGGAGGAGTACAGCGCCATGCGCGAC 3 1 
~ ras H mute G : 

5 ' CTGTTGGACATCCTGGATGCCGGCCGGGAGGAGTACAGCGCCATGCGCGAC 3 ' 

lis sont specifiquement reconnus par hybridation avec les sondes fixees sur la matrice ; respectivement oligo 
normal, oligo mute A, oligo mute C. 

La reaction d'hybridation est realisee a 25°C durant 1 heure, dans un tampon phosphate 20 mM, pH 7,4, NaCI 
300 mM, SDS 0,5% contenant 0,1 pmole d'acide nucleique a detecter, marque en 5* par du 32P. La matrice est ensuite 
lavee dans le meme tampon a 35°C. La detection est realisee par autoradiographie de la matrice sur un film photo. 
Dans ces conditions, I'hybridation de I'acide nucleique cible n'a lieu que sur I'electrode portant Toligonucleotide de 
sequence strictement complementaire ; aucune hybridation croisee n'est decelable. 

La detection specifique d'une mutation ponctuelle est done possible grace a cette matrice. 
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EXEMPLE 6 : UTILISATION D'ULTRA-MICROELECTRODES. 

Un systeme represents a la figure 12 est compose de 10 electrodes d'or deposees sur une ptaquette de verre ; 
la largeur des electrodes peut varier de 10 a 100 pm et la longueur de la zone active (zone plong6e dans la solution) 
s est de rordre de 2 mm. Un autre systeme a ete fabrique par d6p6t seiectif d'or sur un substrat isolant cfoxyde de 
silicium, puis isolation des connexions. Des matrices const ituees d'electrodes carrees de 25 a 200 urn de cote sont 
ainsi obtenues. 

Dans les deux cas, la copolym6risation de pyrrole et d'oligonucleotide-pyrrole peut etre effectu6e sur chaque 
Electrode, selon le procecie decrit dans I'exemple 5 et les films de polypyrrole obtenus sont de bonne quality et leur 
10 6paisseur peut dtre parfaitement maitris6e, comme decrit a I'exemple 2. 

EXEMPLE 7 : SYNTHESE IN SITU ^OLIGONUCLEOTIDES : DEPROTECTION ELECTROCHIMIQUE DE 5'-TTC- 
TGAGG-3' 

is |_a synthese a ete conduite sur un support de polypyrrole amine (compose n° 8), portant un bras clivable pour les 

besoins de ('analyse utterieure de ('oligonucleotide forme. 

MODE OPERATOIRE : 

20 - Synthese de 5'-TTCTGAGG-3' avec une etape de deprotectlon electrochlmique de 5-TTCTGAGG-3* 

L'amidite de thymidine introduit en position (5) a parti r de I'extremit6 3' de I'oligonucleotide est deproteg6 par 
application d'un potentiel de +1,1 V pendant 15 mn lorsque le groupement protecteur est le thiopixyle, ou de -1,3 V 
pendant 15 mn lorsque le groupement protecteur est le groupement p-nitro-benzoyle. Les autres nucleosides sont 
25 introduits sous forme d'amidites trityies, et sont deproteges chimiquement, par detritylation par Pacide trichloroacetique. 

1) Protection par un groupement p-nitrobenzoyle : 

Les etapes de preparation du nucleoside protege sont illustrees par la figure 1 3. 



- Synthese de la p-nitrobenzoylthymidine (compose n° 21 : figure 13) 

La thymidine (2,42 g ; 10 mmoles) est sechee par coevaporation dans la pyridine, puis reprise par 200 ml de 
pyridine anhydre et ret roidie a 4°C. On ajoute le chlorure de p-nitrobenzoyle (2,04 g ; 1 1 mmoles). On laisse remonter 
la temperature et on laisse la reaction la nuit a temperature ambiante. La reaction est arreted par 5 ml de bicarbonate 
de sodium sature. Le melange reactionnel est concentre puis repris par 500 ml de chloroforme. La solution organ ique 
obtenue est lavee par 2 x 500 ml de NaHCOj 0,5 M puis 250 ml de NaCI satur6. Les phases aqueuses sont contre- 
extraites par 100 ml de CHCI 3 . Les phases organiques sont evapor^es. Le produrt pur est obtenu par chromatographic 
sur coionne de silice. II est elu6 par 5 % de methanol dans le chloroforme. R = 58 %. 



- Synthese de l'amidite de la p-nitrobenzoylthymidine (compose n° 22 : figure 13) 

Le compose n° 21 (1 .96 g ; 5 mmoles) et le tetrazolate de diisopropylammonium (428 mg ; 2.5 mmole) sont seches 
par coevaporation a partir cfun sorvant dichloromethane/acetonitrile anhydre. Ces reactifs sont repris par 25 ml de 
dichloromethane anhydre et on ajoute la bis-diisopropylaminocyanoethoxyphosphine (1 .8 g ; 6 mmoles). Apres 2 h de 
reaction (a Tabri de I'oxygene et de Phumidit6) le melange reactionnel est dilue par 250 ml de dichloromethane et lave 
success ivement par 2 X 250 ml de bicarbonate de sodium 0,5 M et 250 ml de chlorure de sodium sature. La phase 
organique est evaporee. Le residu est repris par 10 ml de dichloromethane. Le produit (compose n° 22) est obtenu 
par precipitation dans I'hexane, puis seche sous vide et stocke sous argon. R = 84 %. 



2) Protection par un groupement thiopixyle 

Les etapes de preparation du nucleoside protege sont illustrees par la figure 14. 

55 - Synthese de la thiopixy thymidine (compose n° 23 : figure 14) 

La thymidine (2.42 g ; 10 mmoles) est sechee par coevaporation dans la pyridine, reprise par 100 ml de pyridine 
anhydre, ref roidie a 4°C, et mise en reaction avec le chlorure de thiopixyle (3.4 g ; 11 mmoles). Apres remontee pro- 
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gressive de la temperature jusqu'a la temperature ambiante, on laisse la reaction s'effectuee penant une nuit (8 a 12 
environ) . La reaction est stoppee par 10 ml de NaHCOg. Le soh/ant est evapord, et le residu est repris par 250 ml de 
dichloromethane. La solution organique obtenue est extraite par 2 x 250 ml de NaHCOj sature puis par 250 ml d'eau 
distillee. Les phases aqueuses sont contre-extraites par 100 ml de chloroforme. La phase organique est 6vaporee. Le 
s produit est purifie sur colonne de silice avec 0,5 % de TEA (triethylamine) dans les solvants. II est enfin 6lue par 5 % 
de methanol dans le dichloromethane (+ 0,5 % TEA). R = 52%. 

- Synthese de l'amidite de la thfopfxylthymidlne (compose n° 24, figure 14) 

io Le compost n° 24 est prepare a partir du compose n D 23 (5 mmoles) suivant le meme mode operatoire que le 

compost n° 22. R = 78 %. 

3) Fixation du premier nucleoside 

*s Les etapes de cette fixation sont illustrees a la figure 15. 

La synthese de cet oligonucleotide se fait sur un ruban de platine (3x10 mm) sur iequel on a copolym6ris6 un 
melange de pyrrole et d'aminoethyl pyrrole (9:1). 

Le premier nucleoside (position 1- extr6mit6 3') est couple sur I'amino ethyl pyrrole (compose n° 8) suivant les 
methodes decrites pour la fonctionnalisation des supports de silice [K. MIYOSHI et al. Nucleic Acids Res. ; 8, (22), 
20 5473-5489 (1 989)], a partir d'un ester active N-isobutyryl 2*-desoxyguanosine (compose n° 25 : (figure 1 3a). 

Le compose n° 26 (10 mg) est dissous dans 500 uJ cTacetonitrile. On ajoute l'eiectrode de platine recouverte de 
polypyrrole fonctionnalise, et 1 uJ de triethylamine. La reaction est agitee mecaniquement 20 heures a temperature 
ambiante. L'eiectrode greff6e (compose n D 26) est retiree, et lavee abondamment par de I'acetonrtrile puis par du 
dichloromethane. 

25 Les fonctions amine n'ayant pas reagi sont bloquees a I'anhydride acetique (1 0 % dans 500 uJ de pyridine) pendant 

6 heures. L'eiectrode greffee est lavee a la pyridine et au methanol puis sechee. 

4) Synthese de ['oligonucleotide dTTCTGAGG 

30 L'eiectrode greff6e est placee dans une colonne OPC<8> vid6e (APPLIED BIOSYSTEMS). Le remplissage est ter- 

mine par des copeaux de teflon afin de minimiser le volume residuel. Les nucleosides en position 2, 3, et 4 sont ajoutes 
suivant les prescriptions du fabricant (APPLIED BIOSYSTEMS) pour le "cycle 1 ujmole' sur le synthetiseur 381 A. La 
deprotection chimique du groupe dimethoxytrityle entre chaque etape est realisee par le TCA dans le dichloromethane 
dans les conditions recommandees par fe fabricant. 

35 L'amidite en position 5 (compose n° 22 ou compose n° 24) est couple suivant la meme methode que les amidites 

normaux avec un temps de couplage de 1 mn. On precede a I'oxydation de la liaison phosphite triester cr6ee, et au 
capping suivant le mode operatoire classique. L'eiectrode est sortie, de la colonne et on precede a la deprotection 
eiectrochimique. 



Si on utilise le compose n° 22 le groupement p-nitrobenzoyle est coupe en plongeant l'eiectrode dans I'electrolyte 



to suivant : tetrabuty lammonium perchlorate 0, 1 M dans le methanol, et en appliquant un potentiel de -1 ,3 V pendant 1 5 



Si on utilise le compose n° 24 le thiopixyle est coupe en appliquant un potentiel de +1 ,1 V pendant 1 5 mn, I'elec- 
trolyte 6tant du tetrabutylammonium perchlorate 0,1 M dans I'acetonitrile. 

Dans les deux cas, apres coupure du groupement protecteur du nucleosite T en position 5', l'eiectrode est replacee 
dans la colonne avec les copeaux de teflon, et la synthese est poursuivie en ajoutant successivement les amidites C 
(position 6), T (position 7), T (position 8). 

Quand la synthese est terminee I'oligonucieotide est coup6 du support : relectrode est traitee par 4 x 500 u.1 d'am- 
moniaque a 28 % en flacon bouche pendant 4 x 1/2 h. Les 4 fractions sont regroupees dans un flacon WHEATON, de 
4 ml bouche, et Iaiss6es 16 h a 55°C pour deproteger I'oligonucieotide. 

Apres coevaporation en presence de TEA, un aliquot (1/100eme) de I'oligonucieotide obtenu est marque en 5' par 
du 32P en presence de polynucleotide kinase puis analyse par eiectrophorese sur gel de polyacrylamide. L'analyse 
par eiectrophorese sur gel d'acrylamide montre la presence du produit desire (8 m6re) ainsi que I'absence de I'oligo- 
nucieotide (5 mere) dont la presence indiquerait une mauvaise deprotection eiectrochimique de l'amidite de thymidine. 



mn. 
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Revendications 



1. Copolymers, caracteris6 en ce qu'il repond a la formule gen6rale (I) suivante : 
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-[A] X -[A]y- 
'l 

[B] z 

dans iaquelle I'unitS A represente un monomere d'un potymere conducteur electron ique, I'unite B represente un 
nucleotide, un oligonucl6otide ou un de leurs analogues, x, y et z represented des nombres entiers 6gaux ou 
superieurs a 1, ou y peut etre €gal a 0, et / represente une liaison covalente, ou un bras espaceur. 

is 2. Copolymere selon la revendication 1, caracteris6 en ce que A represente une unite monomere cfun PCE choisi 
dans le groupe comprenant le polyacetylene, la polyazine, le poly(p-phenylene), ie poly(p-phenylene vinylene), le 
polypyrene, le polypyrrole, le polythiophene, le polyfuranne, le polys6l6nophene, la polypyridazine, le polycarba- 
zole, ta polyaniline. 

20 3. Copolymere selon la revendication 2, caracterise en ce que A est une unit§ pyrrole. 

4. Copolymere selon I'une quelconque des revendications 1 a 3, caract6ris6 en ce que le rapport x/y est compris 
entre 1/5 et 1/100.000 

25 5. Copolymere selon I'une quelconque des revendications 1 a 4, caracterise en ce que /represente un bras espaceur 
r6pondant a la formule suivante : 



-R 1 H(CH 2 ) n -R 2 ] x -KCH 2 ) m -R 3 ] -(CH 2 ) p 



dans Iaquelle : 



n est un nombre entier de 1 a 10 ; 
m est £gal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 10 ; 
3S - p est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 10 ; 

x est £gal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 8 ; 

y est egal a 0 ou est un nombre entier de 1 a 8 ; 

R lf F*2 et R 3 qui peuvent dtre identiques ou difT6rents represented : 

CH2; O; S; NR*; CO; CH=CH ; NR'CO; CONFT; NHS0 2 ; 

40 

O 
II 

45 -O-P-O- 



so ou R* represente un atome d'hydrogene ou une chaTne alkyle en C, a C 12 . 

6. Compose de formule generate (IV) : 
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[A] 



(IV) 



[B] 



z 

dans lequei A, B, z, et / sont tels que definis dans Tune quelconque des revendications 1 a 3, ou 5. 

is 7. Procede de preparation d'un copolymere de formule generale (I) selon une quelconque des revendications 1 a 5, 
caracterise en ce qu'il com p rend au moins les etapes suivantes : 

une premiere etape, au cours de laquelle on procede a la preparation d'un copolymere de f ormu le generale (II): 

- [A*] x - [A] y - (II) 



dans laquelle A, x et y sont tels que definis dans la revendication 1 , et A* represente A fonctionnalise. 
une deuxieme etape au cours de laquelle on procede a la fixation, sur le polymere de formule (II) d'au moins 
25 un groupe de formule generale (III) : 

/MB] Z (III) 



dans laquelle B et z sont tels que definis precedemment et r est un bras active capable de se lier a A*. 

8. Procede selon la revendication 7, caracterise en ce que Petape de preparation du copolymere de formule generale 
(II) et/ou I'etape de fixation du groupe de formule generale (III) sont effectuSes par reaction electrochimique. 

9. Procede de preparation d'un copolymere de formule generale (I) selon I'une quelconque des revendications 1 a 
5, caracterise en ce qu'il comprend au moins les etapes suivantes : 

une etape a) au cours de laquelle on procede a la preparation du compose de formule generale (IV) : 



[A] 
I 



(IV) 

[B] z 



dans lequei A, B, z, et /sont tels que definis ci-dessus, 
une Stape b) au cours de laquelle on procede a la copolymerisation du compose (IV) avec le monomere A. 

10. Procede selon la revendication 9, caracterise en ce que I'etape b), est effectuee par copolymerisation electrochi- 
mique du compose (IV) avec les monomeres A. 

11. Procede selon I'une quelconque des revendications 7 a 10, caracterise en ce que I'on procede en outre a I'elon- 
gation de B z , en plusieurs etapes successives, chacune de ces etapes etant constitute par la fixation d'un ou 
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plusieurs unites B. 

12. Precede selon la revendication 11, caracteris6 en ce que Pebngation de B z fait intervenir une suite de reactions 
electrochimiques. 

13. Precede selon rune quelconque des revendications 10 a 12, caracterise en ce que relongation de est effectuee 
en mettant en oeuvre au moins un derive de thymidine de formule : 




dans laquelle T represente la thymine, R1 represente un groupe p-nitrobenzoyle ou un groupe thioprxyle, 
R2 represente un atome d'hydrogene ou bien un groupe de formule : 



30 



dans laquelle R3 represente un groupe diisopropylammonium, et R4 represente un groupe -OfCHgfeCN, 
et fait intervenir au moins une reaction electrcchimique. 

14. Precede selon une quelconque des revendications 8, 11, 12 ou 13, caract6rise en ce qu'il est mis en oeuvre a la 
surface d'une electrode. 

15. Utilisation d'un pofymere conducteur electronique comme support pour la fixation par liaison covalente, d'au moins 
un nucleotide, ou d'au moins un oligonucleotide. 

16. Utilisation d'un copolymere selon I'une quelconque des revendication 1 a 5 comme support de synthase polynu- 
as cl§otidique. 

17. Utilisation d'un copolymere selon I'une quelconque des revendication 1 a 5 comme support d'hybridation d'acides 
nucleiques. 

40 18. Electrode, caracterisee en ce que sa surface est constituee par un rev§tement comprenant un copolymere de 
formule (I) selon I'une quelconque des revendications 1 a 5. 

19. Dispositif utilisable pour des reactions de synthese et d'hybridation d'acides nucleiques, caract6rise en ce qu'il 
comprend une ou plusieurs electrodes selon la revendication 1B, lesquelles electrodes peuvent §tre identiques 

45 ou diff 6 rentes. 

20. Dispositif selon la revendication 1 9, caracteris6 en ce qu'il comprend plusieurs electrodes, dont au moins deux 
portent chacune un groupe Bz different. 

so 

Patentanspruche 

1. Copolymeres, dadurch gekennzeichnet, dad es der folgenden allgemeinen Formel (I) : 

55 
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[AJx-[A]y- 



10 



15 



entspricht, worin die Einhert A ein Monomeres eines elektronisch lertenden Polymeren bezeichnet, die Einhert B 
ein Nucleotid, ein Oligonucleotid oder eines ihrer Analoga bezeichnet, x, y und z ganze Zahlen von gleich Oder 
groBer 1 bedeuten Oder y 0 sein kann und /eine kovalente Bindung oder einen Spacer bezeichnet. 

2. Copolymeres nach Anspruch 1 , dadurch gekennzeichnet, daB A eine Monomereinheit eines PCEs, ausgewahlt 
aus der Gruppe, umfassend Polyacetylen, Polyazin, Poly-(p-phenylen), Poly-(p-phenylenvinylen), Polypyren, Po- 
lypyrrol, Polythiophen, Polyfuran, Polyselenophen, Polypyridazin, Polycarbazol, Polyanilin bedeutet. 

20 3. Copolymeres nach Anspruch 2, dadurch gekennzeichnet, daB A eine Pyrroleinheit ist. 

4. Copolymeres nach einem der Anspruche 1 bis 3, dadurch gekennzeichnet, daB das Verhaltnis x/y zwischen 1/5 
und 1/100.000 liegt. 

25 5. Copolymeres nach einem der Anspruche 1 bis 4, dadurch gekennzeichnet, daB / einen Spacer der folgenden 
Forme I: 



30 



-R 1 -[(CH 2 ) n -R 2 ] x -[(CH 2 ) m .R3] y -(CH 2 ) p - 



bezeichnet, worin 



n eine ganze Zahl von 1 bis 10 bedeutet; 

m den Wert 0 hat oder eine ganze Zahl von 1 bis 1 0 ist; 

p den Wert 0 hat oder eine ganze Zahl von 1 bis 10 ist; 

x den Wert 0 hat oder eine ganze Zahl von 1 bis 8 ist; 

y den Wert 0 hat oder eine ganze Zahl von 1 bis 8 ist; 

R 1 , R2 und R 3 , die gleich oder verschieden sein konnen, fOr: 

CH 2 ; O; S; NR'; CO; CH=CH; NR'CO; CONR'; NHS0 2 ; 



O 
(! 

- O - P - o 

I 

OR' 



so stehen, worin R' ein Wasserstoffatom oder eine C, -C 12 -Alkylenkette ist. 

6. Verbindung der all gem ein en Forme I (IV) : 
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[A] 

| (IV) 



[B]» 



worin A, B, z und 1 wie in einem der Anspruche 1 bis 3 oder 5 definiert sind. 

is 7. Verfahren zur Herstellung eines Copolymeren der allgemeinen Formel (I) nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzelchnet, daQ es mindestens die folgenden Stuten umfaBt: 

eine erste Stufe, im Verlauf derer ein Copotymeres der allgemeinen Formel (II) : 

20 -lAVIAjy- (») 

hergestellt wird, worin A, x und y wie in Anspruch 1 definiert sind, und A* ein derivatisiertes A bedeutet, 

eine zweite Stufe, im Verlauf derer man an das Pofymere der Formel (II) mindestens eine Gruppe der allge- 
25 meinen Formel (III) 

/MB] 2 (III) 



bindet, worin B und z wie vorstehend definiert sind, und I* ein aktivierter Spacer ist, der an A* binden kann. 

8. Verfahren nach Anspruch 7, dadurch gekennzelchnet, daB die Stufe der Herstellung des Copolymeren der all- 
gemeinen Formel (II) und/oder die Stufe der Bindung der Gruppe der allgemeinen Formel (III) durch elektroche- 
mische Reaktion durchgefuhrt werden. 

9. Verfahren zur Herstellung eines Copolymeren der allgemeinen Formel (I) nach einem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gekennzelchnet, da 3 es mindestens die folgenden Stufen umfaBt: 

eine Stufe a), im Verlauf derer man eine Verbindung der allgemeinen Formel (IV): 



[A] 

] 



(IV) 



h erste lit, worin A, B, z und I wie vorstehend definiert sind, 

eine Stufe b), im Verlauf derer man die Verbindung (IV) mrt dem Monomeren A copolymerisiert. 

10. Verfahren nach Anspruch 9, dadurch gekennzelchnet, daS die Stufe b) durch elektrochemische Copolymerisation 
der Verbindung (IV) mit den Monomeren A durchgefuhrt wird. 

11. Verfahren nach einem der Anspruche 7 bis 10, dadurch gekennzelchnet, daB man werterhin Bg in mehreren 
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aufeinanderfolgenden Stufen verlangert, wobei jede dieser Stufen aus der Bindung einer oder mehrerer Einhelten 
B besteht. 

12. Verfahren nach Anspaich 11, dadurch gekennzeichnet, daB die Verlangerung von B2 titer eine Folge von elek- 
trochemischen Reaktionen erfolgt 

13. Verfahren nach einem der Anspruche 10 bis 12, dadurch gekennzeichnet, daB die Verlangerung von B z durch- 
gefuhrt wird, indem mindestens ein Thymidinderrvat der Formel: 



eingesetzt wird, worin T Thymin bedeutet, FH, eine p-Nitrobenzoylgruppe oder eine Thiopixylgruppe bedeutet, R2 
ein Wass erst off atom oder auch eine Qruppe der Formel: 




bedeutet, worin R 3 eine Diisopropylammoniumgruppe bedeutet und R4 eine Gruppe 



bedeutet, und mindestens eine elektrochemische Reaktion als Zwischenreaktion erfolgt 

1 4. Verfahren nach einem der Anspruche 8, 1 1 , 1 2 oder 1 3, dadurch gekennzeichnet, daB es an der Oberflache einer 
Elektrode durchgefuhrt wird. 

15. Verwendung eines elektronisch leitenden Polymeren als Trager zur Fixierung uber kovalente Bindung mindestens 
eines Nucleotids oder mindestens eines Oligonucleotids. 

16. Verwendung eines Copolymeren nach einem der Anspruche 1 bis 5 als Trager zur Polynucleotidsynthese. 

17. Verwendung eines Copolymeren nach einem der Anspruche 1 bis 5 als Trager zur Hybridisierung von Nuclein- 
sauren. 

18. Elektrode, dadurch gekennzeichnet, daS ihre Oberflache aus einem Uberzug besteht, umfassend ein Copolyme- 
res der Formel (I) nach einem der Anspruche 1 bis 5. 

19. Vorrichtung zur Verwertung fur Synthese und Hybridisierungsreaktionen von Nucleinsauren, dadurch gekenn- 
zeichnet, daB sie eine oder mehrere Elektrode(n) nach Anspruch 18 umfaBt, wobei die Elektroden gleich oder 
verschieden sein konnen. 

20. Vorrichtung nach Anspruch 19, dadurch gekennzeichnet, daB sie mehrere Elektroden umfaBt, von denen min- 
destens zwei jeweils eine unterschiedliche B^Gruppe tragen. 




«0(CH 2 ) 2 CN 



Claims 



1 . A copolymer which corresponds to the following general formula (I): 
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-[A] X -[A]y- 

I 

I (I) 

I 

[B] z 

in which the unit A represents a monomer of an electrically conductive polymer, the unit B represents a 
nucleotide, an oligonucleotide or one of the analogues thereof, x, y and z represent integers equal to or greater 
than 1 , or y may be equal to 0, and / represents a covalent bond or a spacer arm. 

The copolymer as claimed in claim 1 , wherein A represents a monomer unit of an ECP chosen from the group 
comprising polyacetylene, polyazine, poly(p-phenylene), poly(p-phenylene vinylene), polypyrene, polypyrrole, pol- 
ythiophene, polyfuran, polyselenophene, polypyridazine, polycarbazole and polyaniline. 

The copolymer as claimed in claim 2, wherein A is a pyrrole unit. 

The copolymer as claimed in any one of claims 1 to 3, wherein the ratio x/y is between 1/5 and 1/100,000. 

The copolymer as claimed in any one of claims 1 to 4, wherein / represents a spacer arm corresponding to the 
following formula: 

- R i-[(CH 2 ) n -R 2 ] x -[CH 2 ) m .R 3 ] y -(CH 2 ) p . 

in which: 

n is an integer from 1 to 1 0; 
m is equal to 0 or is an integer from 1 to 1 0; 
p is equal to 0 or is an integer from 1 to 10; 
x is equal to 0 or is an integer from 1 to 8; 
y is equal to 0 or is an integer from 1 to 8; 
R 1 , Rg and R 3 , which may be identical or different, represent: 
CH2 ; 0 ; S; NFT ; CO; CH=CH; NR'CO; CONR'; NHS0 2 ; 

0 
I I 

o - P - o - 

I 

OR 1 

where R' represents a hydrogen atom or a C t to C 12 alkyl chain, 
compound of general formula (IV) : 
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[A] 
I 

I (IV) 

I 

[B] z 

in which A, B, z, and /are as defined in any of claims 1 to 3 or 5. 

is 7. A process for the preparation of a copolymer of general formula (I) as claimed in any one of claims 1 to 5, wherein 
it comprises at least the following steps: 

a first step, during which there is prepared a copolymer of general formula (II) : 

20 

■ [A^-fAjy - (||) 

in which A, x and y are as defined in claim 1 , and A* represents functionalized A. 
a second step, during which there is bound, to the polymer of formula (II), at least one group of general formula 
(III): 
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/MB] 2 (III) 

in which B and z are as defined above and t is an activated arm capable of binding to A*. 

8. The process as claimed in claim 7, wherein the step for the preparation of the copolymer of general formula (II) 
and/or the step for the binding of the group of general formula (III) are carried out by electrochemical reaction. 

9. A process for the preparation of a copolymer of general formula (I) as claimed in any one of claims 1 to 5, wherein 
it comprises at least the following steps: 

a step a) during which there is prepared the compound of general formula (IV): 

[A] 
I 

I (IV) 

I 

[B] z 

in which A, B, z and /are as defined above, 
a step b) during which there is copolymerized the compound (IV) with the monomer A. 

10. The process as claimed in claim 9, wherein step b) is carried out by electrochemical coporymerization of the com- 
pound (IV) with the monomers A. 
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11. The process as claimed in any one of claims 7 to 10, wherein is elongated in several successive steps, each 
of these steps consisting of the binding of one or more units B. 

1 2. The process as claimed in claim 1 1 , wherein the elongation of ^ involves a sequence of electrochemical reactions. 

13. The process as claimed in any of claims 10 to 12 wherein the elongation of B^ involves the use of at least a 
thymidine derivative of formula : 



10 



15 




wherein T is thymine, R1 is a p-nitrobenzoyl or thiopixyl group, R2 is an hydrogen atom or a group of formula : 




wherein R3 is a diisopropylammonium group and R4 is 

25 

0(CH 2 ) 2 CN, 
and involves at least an electrochemical reaction. 

30 

14. The process as claimed in any one of claims 8, 11, 12, or 13, which is carried out at the surface of an electrode. 

15. Use of an electrically conductive polymer as a support for the binding, by covalent bonding, of at least one nucle- 
otide, or of at least one oligonucleotide. 

35 

16. The use of a copolymer as claimed in any one of claims 1 to 5 as a polynucleotide synthesis support. 

17. The use of a copolymer as claimed in any one of claims 1 to 5 as a hybridization support for nucleic acids. 

40 18. An electrode, the surface of which consists of a coating comprising a copolymer of formula (I) as claimed in any 
one of claims 1 to 5. 



19. A device which may be used for nucleic acid synthesis and hybridization reactions, which device comprises one 
or more electrodes as claimed in claim 1 8, which electrodes may be identical or different 

45 

20. The device as claimed in claim 1 9, which comprises several electrodes, at least two of which each bear a different 
group 
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FIGURE 1 
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FIGURE 2 
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FIGURE 3 
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FIGURE 4 
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FIGURE 5 
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FIGURE 6 
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FIGURE 7 
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FIGURE 8 
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FIGURE 9 
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FIGURE 10 
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FIGURE 11 
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FIGURE 13 
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FIGURE 15 
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